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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Vorhersage eines Transplantatabstofcungsrisikos und immunologischer Testkit 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen immuno- 
logischen Testkit zur Vorhersage eines Transplantatabsto- 
ftungsrisikos, indem anti-ATT-Rezeptor-Autoantikorper in 
biologischen Materialien des zu untersuchenden Patien- 
ten nachgewiesen werden, beispielsweise durch eine Im- 
munreaktion mit dem AT^Rezeptor oder funktionsanalo- 
gen Peptiden oder Proteinen desselben. Gegenstand der 
Erfindung ist auch die Verwendung des AT^-Rezeptors 
oder funktionsanaloger Peptide oder proteine zur Vorher- 
sage (Diagnose) eines Transplantatabstoftungsrisikos. 
Dieses besteht dann, wenn Anti-AT-i-Rezeptor-Autoanti- 
korper in den biologischen Materialien, z. B. in Korperflus- 
sigkeiten oder Geweben, nachweisbar sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen im- 
munologischen Testkit zur Vorhersage eines Transplantatab- 
stoBungsrisikos, indem anti- AT r Rezeptor- Autoantikorper 5 
in biologischen Materialien des zu untersuchenden Patien- 
ten nachgewiesen werden, beispielsweise durch eine Im- 
munreaktion mit dem ATrRezeptor oder funktionsanalogen 
Peptiden oder Proteinen desselben. Gegenstand der Erfin- 
dung ist auch die Verwendung des ATi-Rezeptors oder funk- 10 
tionsanaloger Peptide oder Proteine zur Vorhersage (Dia- 
gnose) eines TransplantatabstoBungsrisikos. Dieses besteht 
dann, wenn an ti-ATx -Rezeptor- Autoantikorper in den biolo- 
gischen Materialien, z. B. in Korperfliissigkeiten oder Ge- 
weben, nachweisbar sind. 15 
[0002] Fur eine erfolgreiche Organstransplantation ist es 
notwendig, dass das Spenderorgan histologisch moglichst 
weitgehend mit dem Empfangergewebe ubereinstimmt. 
Diese Ubereinstimmung wird durch das HLA-System (Abk. 
fiir (engl.) human leucocyte antigen) bestimmt. Dabei han- 20 
delt es sich um ein komplexes System von Gewebeantige- 
nen, die auf fast alien Zellen vorkommen. Dieses System 
spielt eine wichtige physiologische Rolle bei immunolo- 
gischen Abwehrreaktionen (Erkennung von "Selbst" und 
"Nichtselbst"). Vor jeder Transplantation wird deshalb eine 25 
sogenannte Gewebetypisierung bei Organspender und - 
empfanger vorgenommen, um eine moglichst weitgehende 
HLA-Kompatibilitat zu gewahrleisten. 
[0003] Aufgrund eines extremen genetischen Polymor- 
phismus existiert eine auBerordentlich groBe Anzahl ver- 30 
schiedener HLA-Molekiile. Eine vollstandige Ubereinstim- 
mung wird ausschlieBlich bei eineiigen Zwillingen beobach- 
tet, ansonsten sind HLA-Molekiile fiir jeden Menschen ein- 
zigartig. 

[0004] Problematisch ist jedoch, dass trotz einer weitge- 35 
henden HLA-Ubereinstimmung zwischen Empfanger und 
Spender eine AbstoBungsreaktion gegen das transplantierte 
Organ nicht ausgeschlossen werden kann. 
[0005] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein effizientes 
und zuverlassiges Verfahren bereitzustellen, welches eine 40 
sichere und schnelle Vorhersagbarkeit des Risikos einer 
TransplantatabstoBungsreaktion ermoglicht. 
[0006] Die vorliegende Erfindung lost dieses technische 
Problem durch die Bereitstellung eines solchen Verfahrens, 
bei dem anti-ATi-Rezeptor-Autoantikorper aus biologi- 45 
schen Materialien des zu diagnostizierenden Patienten nach- 
gewiesen werden und bei Nachweis der Autoantikorper ein 
TransplantatabstoBungsrisiko besteht bzw. vorhersagbar ist. 
ErfindungsgemaB bevorzugt erfolgt der Nachweis der Auto- 
antikorper durch eine Immunreaktion mit dem AT L -Re- 50 
zeptor oder funktionsanalogen Peptiden oder Proteinen. Es 
ist aber auch moglich, die Autoantikorper iiber andere, dem 
Fachmann an sich bekannte, Verfahren nachzuweisen, z. B. 
iiber elektrophoretische Trenn verfahren. Die Erfindung be- 
ruht auf dem iiberraschenden Nachweis, dass Patienten mit 55 
einer TransplantatabstoBungsreaktion ohne vorhersehbares 
immunologisches Risiko anti- AT r Rezeptor- Autoantikorper 
aufweisen. 

[0007] Es konnte nachgewiesen werden, dass zwischen 
dem Vorhandensein der Autoantikorper und der Transplan- 60 
tatabstoBung ein Zusammenhang besteht. Anhand von zell- 
biologischen und immunhistochemischen Untersuchungen 
sowie der Untersuchung von Biopsiematerial konnte festge- 
stellt werden, dass keine weiteren immunologischen Risiko- 
faktoren fiir die AbstoBung des Transplantates bestanden. Es 65 
konnte aber gezeigt werden, dass das Vorhandensein der 
Autoantikorper zu AbstoBungsreaktionen bei transplantier- 
ten Organen im Empfanger fiihrt. 



[0008] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 
dung werden eine Reihe allgemeiner Begriffe wie folgt ver- 
wendet: 

Ein "Transplantat" im Sinne der Erfindung ist ein transplan- 
tiertes oder zu transplantierendes Organ oder Gewebe. Im 
Sinne der Erfindung konnen Transplantate jedoch auch be- 
stimmte Implantate sein, die aus S toff en bzw. Teilen beste- 
hen, die zur Erfiillung bestimmter Ersatzfunktionen fiir ei- 
nen begrenzten Zeitraum oder auf Lebenszeit in einen Kor- 
per eingebracht werden. Die Implantate konnen beispiels- 
weise aus anorganischer Materie bestehen, die mit organi- 
schen Substanzen, wie beispielsweise Knorpel oder Kno- 
chenzellen, beschichtet ist. 

[0009] Unter einer "TransplantatabstoBung" gemaB der 
Erfindung ist die Induktion einer Immunreaktion des Emp- 
fangers auf das Transplantat zu verstehen. Eine Immunreak- 
tion des Empfangers ist eine spezifische Schutz- oder Ab- 
wehrreaktion des Korpers gegen die Antigene des Trans- 
plantates. 

[0010] Der "AT r Rezeptor" gemaB der Erfindung kann in 
seiner natiirlichen zellularen Umgebung vorkommen und 
sowohl mit dem Material, mit dem er im natiirlichen Zu- 
stand assoziiert ist, eingesetzt werden als auch isoliert einge- 
setzt werden. Der ATrRezeptor ist dem Fachmann von sei- 
ner Primar-, Sekundar- und Tertiarstruktur bekannt. Bezo- 
gen auf das Gewicht des Gesamtrezeptors in der erfindungs- 
gemaB einzusetzenden Preparation sollte der isolierte Re- 
zeptor mindestens 0,5%, vorzugsweise mindestens 5%, be- 
sonders bevorzugt mindestens 25% und ganz besonders be- 
vorzugt mindestens 50% ausmachen. Es ist bevorzugt, dass 
der Rezeptor isoliert eingesetzt wird, d. h. im Wesentlichen 
frei von anderen Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten oder 
anderen Substanzen, mit denen er natiirlicher Weise assozi- 
iert ist. Im Wesentlichen frei bedeutet, dass der Rezeptor zu 
mindestens 75%, vorzugsweise zu mindestens 85%, beson- 
ders bevorzugt zu mindestens 95% und ganz besonders be- 
vorzugt zu mindestens 99% frei von anderen Proteinen, Li- 
piden, Kohlenhydraten oder anderen Substanzen ist, mit de- 
nen er natiirlicher Weise assoziiert ist. 

[0011] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 
dung konnen sowohl der natiirlich vorkommende Rezeptor 
als auch alle Modifikationen, Mutanten oder Derivate des 
ATi-Rezeptors eingesetzt werden. Auch der mittels Rekom- 
binationstechniken hergestellte AT L -Rezeptor, der Amino- 
sauremodifikationen, wie Inversionen, Deletionen, Inser- 
tion, Anlagerungen usw. enthalt, kann zur erfindungsgema- 
Ben Anwendung kommen, sofern mindestens ein Teil der es- 
sentiellen Funktion des AT r Rezeptors vorhanden ist, nam- 
lich die Fahigkeit Antikorper zu binden. Der eingesetzte 
AT r Rezeptor kann auch ungewohnliche Aminosauren und/ 
oder Modifikationen, wie eine Alkylierung, Oxidation, 
Thiolmodifikation, Denaturierung und Oligomerisation und 
dergleichen umfassen. Er kann auch chemisch synthetisiert 
werden. ErfindungsgemaB kann der AT r Rezeptor insbeson- 
dere ein Protein und/oder ein Peptid sein oder auch ein Fusi- 
onsprotein, das neben anderen Proteinen, Peptiden oder Tei- 
len davon den AT r Rezeptor insgesamt oder teilweise ent- 
halt. Der Fachmann kann mittels ublicher Verfahren Peptide 
oder Polypeptide des ATrRezeptor bestimmen, die funkti- 
onsanaloge Eigenschaften aufweisen. Beispielsweise besit- 
zen diese Polypeptide oder Peptide 50%, 60%, 70% oder 
80%, vorzugsweise 90%, starker bevorzugt 95% und am 
meisten bevorzugt 98% Homologie zu den Peptiden, die als 
ATi -Rezeptor identifiziert sind, wobei diese Homologie bei- 
spielsweise durch den "Smith-waterman"-Homolgiesuche- 
Algorithmus, beispielsweise mit dem "MPS RCH" -Program 
(Oxford Molecular), bestimmt werden kann. Der in der vor- 
liegenden Erfindung verwendete Begriff Peptid eines AT r 
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Rezeptors umfasst Molekiile, die sich gegeniiber der 
uspriinglichen Sequenz durch Deletion(en), Insertion(en), 
Austausch(e) und/oder andere im Stand der Technik be- 
kannte Modifikationen unterscheiden bzw. ein Fragment des 
urspriinglichen Aminosauremolekuls umfassen, wobei der 5 
AT r Rezeptor noch die vorstehend erwahnten Eigenschaften 
aufweist. Dazu zahlen auch Allelvarianten und Modifikatio- 
nen. Verfahren zur Erzeugung der vorstehend Anderungen 
in der Aminos auresequenz sind dem Fachmann bekannt und 
in Standardwerken der Molekularbiologie beschrieben, bei- 10 
spiels weise in Sambrook et al., supra. Der Fachmann ist 
auch in der Lage zu bestimmen, ob ein so veranderter AT r 
Rezeptor noch iiber die vorstehend erwahnten Eigenschaf- 
ten verfugt. Mogliche Peptide des AT r Rezeptors, die erfin- 
dungsgemaB zum Einsatz kommen, konnen z. B. sein: AV- 15 
HYQSN, SHFYQTR oder GYYFDTN. Alle vorstehend ge- 
schilderten Abwandlungen des AT r Rezeptors werden in 
der Beschreibung kurz mit dem Begriff "funktionsanaloge 
Peptide oder Proteine" bezeichnet. 

[0012] "Biologische Materi alien" im Sinne der Erfindung 20 
konnen alle biologischen Gewebe und Fliissigkeiten wie 
beispielsweise Blut, Lymphe, Urin, Gehirnflussigkeit sein. 
Das biologische Material wird dem Patienten entnommen 
und der erfindungsgemaBen Diagnose unterzogen. Selbst- 
verstandlich ist es moglich, die Probe mit speziellen bioche- 25 
mischen und chemischen Mitteln bzw. Methoden zu behan- 
deln oder fur die Analyse vorzubereiten. 
[0013] Die nachzuweisenden "Autoantikorper" im Sinne 
der Erfindung binden den ATi-Rezeptor spezifisch. Die Au- 
toantikorper konnen auch modifizierte Antikorper sein 30 
(z. B. oligomere, reduzierte, oxidierte und markierte Anti- 
korper). Der in der vorliegenden Beschreibung verwendete 
Begriff Autoantikorper umfasst sowohl intakte Molekiile als 
auch Autoantikorper-Fragmente, wie Fab, F(ab')2 und Fv, 
die bestimmte Epitop-Determinanten des ATi -Rezeptors 35 
binden konnen. Bei diesen Fragmenten ist die Fahigkeit des 
Autoantikorpers zur selektiven Bindung seines Antigens 
oder Rezeptors teilweise erhalten geblieben, wobei die Frag- 
mente wie folgt definiert sind: 

40 

(1) Fab, das Fragment, dass ein monovalentes Anti- 
genbindungsfragment eines Antikorper-Molekiils ent- 
halt, lasst sich mittels Spaltung eines ganzen Antikor- 
pers mit dem Enzym Papain erzeugen, wobei eine in- 
takte leichte Kette und ein Teil einer schweren Kette er- 45 
halten werden; 

(2) das Fab-Fragment eines Antikorper-Molekiils 
lasst sich mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers 
mit Pepsin und anschlieBender Reduktion gewinnen, 
wobei eine intakte leichte Kette und ein Teil der schwe- 50 
ren Kette erhalten werden; pro Antikorper-Molekiil 
werden zwei Fab'-Fragmente erhalten; 

(3) F(ab')2, das Fragment des Antikorpers, das sich 
mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit dem 
Enzym Pepsin ohne anschlieBende Reduktion erhalten 55 
lasst; F(ab') 2 ist eine Dimer von zwei Fab -Fragmenten, 
die durch zwei Disulfid-Bindungen zusammengehalten 
werden; 

(4) Fv, definiert als gentechnisch verandertes Frag- 
ment, das den variablen Bereich der leichten Kette und 60 
den variablen Bereich der schweren Kette enthalt und 

in Form von zwei Ketten exprimiert wird; und 

(5) Einzelketten-Antikorper ("SCA"), definiert als 
gentechnisch verandertes Molekul, das den variablen 
Bereich der leichten Kette und den variablen Bereich 65 
der schweren Kette enthalt, die durch einen geeigneten 
Polypeptid-Linker zu einem genetisch fusionierten 
Einzelketten-Molekiil verbunden sind. 



[0014] Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Be- 
griff Epitop bedeutet eine beliebige Antigen-Determinante 
auf dem AT r Rezeptor. Epitop-Determinanten bestehen nor- 
malerweise aus chemisch aktiven Oberflachen-Gruppierun- 
gen von Molekiilen, wie Aminosauren oder Zucker-Seiten- 
ketten, und besitzen normalerweise sowohl spezifische 
Merkmale der dreidimensionalen Struktur als auch spezifi- 
sche Ladungsmerkmale. 

[0015] Der Autoantikorper "bindet spezifisch" an den 
ATi-Rezeptor oder zeigt damit eine spezifische Immunreak- 
tivitat, wenn der Autoantikorper in Gegenwart einer hetero- 
genen Population von AT r Rezeptoren oder dessen Frag- 
menten in einer Bindungsreaktion seine Funktion ausiibt, 
anhand der sich entscheiden lasst, ob der AT r Rezeptor oder 
eine andere biologische Struktur vorliegt. Unter den festge- 
legten Bedingungen eines Immuntests binden die angegebe- 
nen Autoantikorper vorzugsweise an einen speziellen Teil 
des ATi -Rezeptors, wahrend keine signifikante Bindung an 
andere in der Probe vorhandene Proteine erfolgt. 
[0016] Eine "Immunreaktion" im Sinne der Erfindung ist 
eine spezifische Interaktion zwischen dem AT r Rezeptor 
oder funktion sanalogen Peptiden oder Proteinen und Auto- 
antikorpern. Die Immunreaktion kann durch verschiedene 
Immunoassays nachgewiesen werden. 
[0017] "Immunoassays" im Sinne der Erfindung sind 
Tests, die sich die spezifische Wechselwirkung zwischen 
dem ATi-Rezeptor und funktionsanalogen Peptiden oder 
Proteinen und den Autoantikorpern zunutze machen, um die 
Gegenwart oder die Konzentration der Autoantikorper zu 
bestimmen. Die Detektion und Quantiflzierung der Autoan- 
tikorper kann beispielsweise mit Hilfe der funktionsanalo- 
gen Peptide oder Proteine durchgefiihrt werden, wie z. B. 
durch eine Immunprazipitation oder dem Immunb lotting. 
Immunoassays im Sinne der Erfindung konnen z. B. in fol- 
gende Schritte unterteilt werden: 

1) die Autoantikorper- ATx-Rezeptor-Reaktion, 

2) evtl. die Abtrennung des Autoantikorper- AT i-Re- 
zeptor-Komplexes von anderen Komponenten der Re- 
aktionsmischung, insbesondere von ungebundenen 
Autoantikorpern und ATx-Rezeptor, und 

3) die Messung der Antwort. 

[0018] Fur die Autoantikorper- ATi-Rezeptor-Reaktion 
sind verschiedene Konfigurationen moglich, beispielsweise 

a) die Prazipitation eines Reaktanten mit einem Uber- 
schuss des anderen, oder 

b) die Konkurrenz zwischen bekannten Mengen des 
Autoantikorpers oder ATi-Rezeptors und dem Mate- 
rial, das untersucht werden soil. 

[0019] Ein Test auf die Autoantikorper kann beispiels- 
weise durchgefiihrt werden, durch 

a) die Verwendung von ATi-Rezeptoren/funktionsana- 
logen Peptiden oder Proteinen im Uberschuss oder 

b) die Konkurrenz eines markierten Autoantikorpers 
bekannter Menge und eines unmarkierten Antikorpers 
unbekannter Menge um eine bestimmte Menge an AT r 
Rezeptor oder funktionsanalogen Peptiden oder Protei- 
nen. 

[0020] Um die Abtrennung des Autoantikorper- AT r Re- 
zeptor-Komplexes zu ermoglichen, kann der AT r Rezeptor 
an einen festen Trager immobilisiert sein. Das feste Trager- 
material kann beispielsweise Nitrozellulose, Polyvinylchlo- 
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rid oder Polystyrol sein, so z. B. die Mulde einer Mikrotiter- 
platte. Zur Messung der Autoantikorper-ATi-Rezeptor- 
Wechselwirkung konnen beispielsweise markierte Autoanti- 
korper, markierte ATVRezeptoren oder Sekundarreagenzien 
eingesetzt werden. Es ist beispielsweise moglich, den AT!- 5 
Rezeptor radioaktiv bzw. mit Enzymen oder mit fluoreszie- 
renden Verbindungen zu markieren. Unabhangig von der 
eingesetzten Markierung kann die Antwort der Autoantikor- 
per- AT i-Rezeptor-Wechselwirkung verstarkt werden, indem 
man sich die Affinitat der Proteine Avidin oder Streptavidin 10 
zu Biotin zu nutze macht. Die erfindungsgemaB eingesetz- 
ten Immunoassays konnen sein: 

1) Immuno- Assays unter Verwendung einer radioakti- 
ven Markierung: 15 

a) Radioimmunoassays mit kompetiver Bindung 
(RIA) und 

b) Immunoradiometrischer Assay (IRMA), 

2) Immunoassays unter Verwendung einer enzymati- 
sche Markierung: 20 

a) Enzymimmunoassays (EI A) und 

b) enzymgebundener Immunosorbentassay 
(ELISA); 

3) Immunoassays unter Verwendung einer Kombina- 
tion von Radioisotopen- und Enzymmarkierungen (ul- 25 
trasensitiver Enzymradio-Immunoassay (USERIA)). 

[0021] In einer Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorge- 
sehen, dass als Autoantikorper humane IgA und/oder IgG- 
Autoantikorper nachgewiesen werden. Autoantikorper sind 30 
Glykoproteine, die auch als Immunglobuline bezeichnet 
werden. Die Antikorper des Menschen lassen sich in fiinf 
Immunglobulinklassen unterscheiden. Immunglobuline der 
Klasse A (IgA) existieren sowohl in einer im Blut gelosten 
Form als auch in einer sekretorischen Variante. IgA besitzt 35 
zwei Grundklassen. Sekretorisches IgA besteht aus zwei 
Immunglobulingrundmolekiilen zusammen mit einer J- 
Kette und einer sekretorischen Komponente. IgA-Molekiile 
konnen insbesondere in den Sekreten des Korpers vorherr- 
schen. Die Immunglobuline der Klasse IgG stellen den 40 
groBten Anteil der Immunglobuline. Die Antikorper der se- 
kundaren Immunantwort, die auf einen Kontakt des Immun- 
systems mit einem bestimmten Antigen erfolgt, gehdren 
weitestgehend zu der Klasse IgG. 

[0022] Um eine quantitative Aussage liber die ATi-Re- 45 
zeptor-Autoantikorperreaktion machen zu konnen, muss ei- 
ner der Reaktionspartner mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz so gekoppelt werden, dass die immunolo- 
gischen Eigenschaften der Komponenten weitgehend erhal- 
ten bleiben, beispielsweise durch das Streptavidin/Biotin- 50 
System oder unter Verwendung sekundarer Antikorper. 
[0023] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform 
der Erfindung kann als Immunoassay eine Immunprazipita- 
tion, ein Radioimmunoassay, ein enzymatischer Assay, ein 
Fluoreszenzimmunoassay, ein Chemilumineszenzimmuno- 55 
assay, ein kompetitiver Bindungsassay, ein ELISA und/oder 
ein homogener Immunoassay eingesetzt werden, vorzugs- 
weise ein ELISA. Bei der Immunprazipitation kann die Re- 
aktion zwischen dem Autoantikorper und dem AT\-Re- 
zeptor in vitro direkt am Gleichgewichtspunkt, bei dem die 60 
Konzentration der beiden Komponenten ubereinstimmt, be- 
obachtet werden. An diesem Punkt findet eine Immunprazi- 
pitation statt. Die Immunprazipitation kann beispielsweise 
in halbfesten Medien wie einem Agargel durchgefuhrt wer- 
den. Die Diffusion der immunchemischen Komponenten 65 
durch ein solches Gel erzeugt ein Konzentrationsgradienten, 
der sicherstellt, dass an einem bestimmten Punkt die Bedin- 
gung fiir eine Immunprazipitation erfiillt sind, vorausge- 



setzt, dass sich Immunkomplexe bilden. Die Position und 
Beschaffenheit der Immunprazipitate im Gel gibt Auf- 
schluss iiber die Konzentration der Immunkomponenten. Ei- 
nen qualitativen Hinweis auf eine Immunkomplexreaktion 
kann beispielsweise durch eine Immundoppeldiffusion er- 
halten werden. In ihrer einfachsten Form der Immunprazipi- 
tation wird ein diinnes Agarosegel mit zwei kleinen Vertie- 
fungen versehen, in die geringe Mengen des AT r Rezeptors 
und des biologischen Materials, das die Autoantikorper ent- 
halt, hineingegeben werden. Nach 24-stiindiger Diffusion 
kann die Bildung der Immunkomplexe anhand einer weiBen 
Prazipitatslinie zwischen den beiden Vertiefungen nachge- 
wiesen werden. Eine aufwendigere Version stellt der Och- 
terlony-Test dar, bei dem auf der Gelplatte die Vertiefungen 
kreisformig angeordnet sind, mit einer weiteren Vertiefung 
in der Kreismitte. Verschiedene Verdiinnungen des biologi- 
schen Materials, das die Autoantikorper beinhaltet, werden 
in die auBeren Vertiefungen, die Losung mit dem ATj-Re- 
zeptor/funktionsanalogen Peptiden in die Kreismitte gege- 
ben. 

[0024] Eine quantitative Analyse erlaubt die einfache Im- 
mundiffusion. Wahrend eine Komponente homogen im Gel 
verteilt ist, kann die andere hierbei aus einer Vertiefung her- 
aus diffundieren. Es ist beispielsweise moglich, die Losung 
mit dem ATi-Rezeptor/funktionsanalogen Peptiden mit in 
das Gel zu vermischen und in die Vertiefung eine Probe des 
biologischen Materials zu geben, bei dem untersucht wer- 
den soil, ob es den Autoantikorper beinhaltet, in dem sich 
ein Prazipitatring bildet. 

[0025] Ein weiterer moglicher Assay zur Bestimmung der 
Autoantikorper ist der Radioimmunoassay (RIA). Der RIA 
ist ein empfindlicher Immunoassay, der auf der kompetiti- 
ven Bindung eines Antigens an einen Antikorper beruht, 
wobei der gebundene Anteil mit Hilfe von radioaktiv mar- 
kierten Antigenen quantitativ bestimmt wird. Vorteilhafter- 
weise konnen mit Hilfe des RIA Substanzmengen bis zum 
Pikogrammbereich bestimmt werden. 

[0026] Ein weiterer Assay zur Bestimmung der Autoanti- 
korper ist der enzymatische Immunoassay. Die Markierung 
eines Reaktionspartners, z. B. des Sekundarantikorpers, mit 
Enzymen bildet die Grundlage fiir diesen Immunoassay. 
Vorteilhaft sind Festphasensysteme wie Antikorper- oder 
Antigen-beschichtete GefaBe oder Kiigelchen, da ihre Ab- 
trennung nicht zur Denaturierung von Proteinen fiihrt. Die 
Quantifizierung der gebundenen oder freien Phase erfolgt 
durch Messung der enzymatischen Aktivitat. Es ist bei- 
spielsweise moglich, ein farbloses Substrat zuzufiigen, das 
bei der Umwandlung durch ein Enzym ein farbiges Produkt 
ergibt, das spektroskopisch erfasst und mittels einer Stan- 
dardprobe quantifiziert werden kann. Die Substratlosung 
wird in der Regel im AnschluB an die Trennung von gebun- 
dener und freier Phase zugegeben und nach einer vorgege- 
benen Zeit die Reaktion gestoppt und die optische Dichte 
des Produktes bestimmt. Dies ergibt ein MaB fiir die vorhan- 
dene Menge an Autoantikorper in der Probe. Es ist moglich, 
die Empfindlichkeit der Enzymreaktion auf verschiedenen 
Wegen zu erhohen. Eine Methode ist das Prinzip der enzy- 
matischen Verstarkung, bei der das Produkt der ersten enzy- 
matischen Reaktion einen in sich geschlossenen Kreislauf in 
einem zweiten Enzymsystem erzeugt, was zu einer erhohten 
Menge des farbigen Endproduktes fiihrt. Ein Beispiel eines 
in sich geschlossenen Enzymkreislaufes ist das Enzym alka- 
lische Phosphatase, das NADP^ zu NAD 4 " hydrolysiert, wel- 
ches anschlieBend in einen Enzymkreislauf eintritt, um 
groBe Mengen eines farbigen Produktes von Nitrotetrazo- 
lium zu bilden. Weitere Enzyme konnen die Peroxidase oder 
die (3-Galaktosidase sein. Als Substrat werden beispiels- 
weise Luminol, (3-Galaktose und p-Nitrophenylphosphat 
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eingesetzt. Der Nachweis des gebundenen Autoantikorpers 
kann beispielsweise in einem zweiten Inkubationsschritt mit 
einem markierten anti- Autoantikorper erfolgen. Bei einem 
homogenen Immunoassay werden die gebildeten Immuno- 
komplexe nicht abgetrennt. 5 
[0027] Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis der Auto- 
antikorper besteht in der Verwendung eines Fluoreszenzim- 
munoassays, wobei fluoreszierende Marker die Basis des 
Assays bilden. Es ist moglich, die Bildung der Immunkom- 
plexe beispielsweise anhand der Markierung von Ai\-Re- 10 
zeptoren/funktionsanaloger Peptide der gebundenen oder 
freien Fraktion der immunchemischen Reaktionsmischung 
zu quantifizieren. Als Fluoreszenztrager sind beispielsweise 
Fluorescein oder Rhodamin einzusetzen bzw. Markierungen 
auf Basis von Chelatkomplexen seltener Erden, wie die or- 15 
ganometallischen Koordinationskomplexe von Europium. 
[0028] Die Autoantikorper konnen weiterhin in einem 
Chemilumineszenzimmunoassay detektiert werden, dervor- 
teilhafterweise ein einfaches und stabiles Testsystem ist. 
Chemilumineszenz wird beobachtet, wenn eine hochenerge- 20 
tische chemische Reaktion Molekule produziert, die sich in 
einem elektronisch angeregten Zustand befinden. Fallen 
diese angeregten Molekule in ihren Grundstatus zuriick, 
emittieren sie dabei Photonen. Derartige chemilumineszente 
Molekule konnen beispielsweise an ATi-Rezeptoren oder 25 
funktionsanaloge Peptide gekoppelt und im Immunoassay 
eingesetzt werden. Beispielsweise konnen die ATi-Rezepto- 
ren/funktionsanalogen Peptide mit Luminol oder Acridini- 
umsalzen markiert werden. Acridiniumsalze vollziehen 
Chemilumineszenzreaktionen, ohne dass ein Katalysator 30 
wie bei den Luminolderivaten notwendig ist. Die Katalysa- 
toren umfassen eine groBe Bandbreit von Substanzen und 
von einfachen Ubergangsmetallkationen bis hin zu komple- 
xen Enzymen. Acridiniumsalze benotigen vorteilhalfter- 
weise nur die Zugabe einer verdiinnten alkalischen Wasser- 35 
stoffperoxidlosung, um eine Chemilumineszenzreaktion 
auszulosen. 

[0029] Es ist auch moglich, die Autoantikorper in einem 
kompetitiven Bindungstest zu detektieren, bei dem be- 
grenzte Mengen des markierten AT r Rezeptors oder funkti- 40 
onsanalogen Peptides, die in Kompetition zu dem Autoanti- 
korper stehen, eingesetzt werden. Eine solche Methode kann 
dann vorteilhaft sein, wenn ein gereinigter ATi-Rezeptor 
oder funktionsanaloges Peptid fur die Markierung zur Ver- 
fiigung steht. Es kann beispielsweise ein ATi-Rezeptor, ge- 45 
bunden an eine feste Phase, vorgelegt werden, an den der 
Autoantikorper, der in der Probe vorhanden ist, binden kann. 
[0030] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des 
anti-ATi-Rezeptors oder funktionsanaloger Peptide oder 
Proteine zur Vorhersage eines TransplantatabstoBungsrisi- 50 
kos. Hierzu werden die Autoantikorper in an sich bekannter 
Weise in den oben beschriebenen Immunoassays nachge- 
wiesen. 

[0031] Die Erfindung betrifft auch einen immunolo- 
gischen Testkit, der den AlVRezeptor oder funktionsana- 55 
loge Peptide oder Proteine desselben aufweist. Der erfin- 
dungsgemaBe Testkit umfasst mindestens einen vollstandi- 
gen AlVRezeptor oder funktionsanaloge Peptide oder Pro- 
teine dieses Rezeptors, die gegebenenfalls an eine feste 
Phase gebunden sind. Weiterhin kann der Testkit auch Puf- 60 
fer, ein spezifisches Konjugat nebst Enzym, eine Waschlo- 
sung, eine Substratlosung zum Nachweis der Immunreak- 
tion und/oder eine Stopplosung umfassen. Mit Hilfe derarti- 
ger Substanzen ist es dem Fachmann moglich, beispiels- 
weise einen ELIS A zur Detektion der Autoantikorper durch- 65 
zufiihren. Die Puffer, das spezifische Konjugat nebst En- 
zym, die waschlosung, die Substratslosung zum Nachweis 
der Enzymreaktion und die Stopplosung sind dem Fach- 



929 A 1 

8 

mann bekannt. Es ware beispielsweise ausreichend, dass der 
Testkit einen gefriergetrockneten ATi-Rezeptor oder AI\- 
funktionsanaloge Peptide oder Proteine umfasst und erst 
kurz vor der Testung des biologischen Materials die Puffer 
und anderen Losungen hinzugegeben werden. Es ist jedoch 
auch moglich, den AlVRezeptor oder seine funktionsanalo- 
gen Peptide oder Proteine an eine feste Phase gebunden im 
Testkit vorzugeben. Fur den Nachweis der Autoantikorper 
miissten dann spezifische Konjugate, Waschlosung, Sub- 
stratlosung und Stopplosung, die Bestandteile des Testkits 
sein konnen, nach einem dem Fachmann bekannten Modus 
zugegeben werden. 

[0032] In einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform 
der Erfindung ist vorgesehen, dass der Testkit ein Teststrei- 
fen ist, der den AlVRezeptor oder funktionsanaloge Peptide 
oder Proteine desselben an einer festen Phase immobilisiert 
umfasst. Der Teststreifen kann beispielsweise in Serum - 
oder andere biologische Proben - eingetaucht und inkubiert 
werden. Anhand einer spezifischen biochemischen Reaktion 
auf dem Teststreifen nach Bildung des AIVRezeptor-Auto- 
antikorperkomplexes kann dann eine spezifische Farbreak- 
tion ausgelost werden, mit deren Hilfe die Autoantikorper 
detektiert werden konnen. 

[0033] Das erfindungsgemaB Testsystem erlaubt es, die 
anti-ATi-Rezeptor-Autoantikorper direkt im biologischen 
Material, z. B. im Patientenplasma, zu quantifizieren. Das 
erfindungsgemaBe Nachweisverfahren ist zeitsparend und 
kostengiinstig. Es ist die Bestimmung groBer Probenmengen 
und durch den geringen apparativen Aufwand auch eine 
Durchfiihrung in Routinelabors moglich. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Vorhersage eines Transplantatabsto- 
Bungsrisikos, dadurch gckennzeichnct, dass anti- 
AT r Rezeptor- Autoantikorper in biologischen Materi- 
alen des zu diagnostizierenden Patienten nachgewiesen 
werden, wobei beim Nachweis von Autoantikorpern 
ein TransplantatabstoBungsrisiko besteht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Nachweis durch eine Immunreaktion mit 
dem ATi-Rezeptor oder funktionsanalogen Peptiden 
oder Proteinen vorgenommen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass humane IgA- und/oder IgG-Autoanti- 
korper nachgewiesen werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Nachweis der Autoan- 
tikorper in einem Immunoassay durchgefiihrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Immunoassay eine Immunprazipitation, 
ein Radioimmunoassay, ein enzymatischer Immunoas- 
say, ein Fluoreszenzimmunoassay, ein Chemilumines- 
zenzimmunoassay, ein kompetitiver Bindungsassay, 
ein ELIS A oder ein homogener Immunoassay einge- 
setzt wird, vorzugs weise ein ELIS A. 

6. Verwendung des AIV Rezeptors oder funktionsana- 
loger Peptide oder Proteine zur Vorhersage eines 
TransplantatabstoBungsrisikos. 

7. Immunologischer Testkit zur Vorhersage eines 
TransplantatabstoBungsrisikos umfassend den AT r Re- 
zeptor oder funktionsanaloge Peptide oder Proteine 
desselben. 

8. Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass er einen Teststreifen, auf welchem der AT r Re- 
zeptor oder die funktionsanalogen Peptide oder Pro- 
teine desselben immobilisiert sind, umfasst. 
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